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論文内容要旨
 ヒトサイトメガロウイルス(HumanCytomegaユoviruslHCMV,以下,HCMV)は易感染宿
 主で重篤な肺炎を引き起こすことが知られており,特異的で感度の高い診断法が求められている。
 HCMV感染症の病理診断には,従来,ヘマトキシリンーエオジン標本を用いた病理組織学的方
 法,抗HCMVモノクローナル抗体を用いた免疫組織化学的方法が用いられている。
 最近,これに加え,より感度の高い検査法になり得るものとして注目されているのが,ウイル
 スDNAを直接検出する方法である。しかし,lnsituhybridization法1こよるDNAの検出は,
 当初予想されたより感度が低いことが明らかにされてきた。そこで注目されているのが,
 PolymeraseChainReaction法(PCR法)を用いたHCMV-DNAの検出法である。
 本研究では,ホルマリン固定パラフィン包埋肺組織から,PCR法を用いたHCMV-DNAの検
 出を試み,本法の有用性を検討した。対象として,従来の方法ですでにHCMV肺炎と診断された
 剖検症例の肺組織を選び,これらの検体から,PCR法を用いたHCMV-DNAの検出を行なった。
 従来の検査法で診断可能な症例について,PCR法で確実にHCMV-DNAを検出できるかを確
 認することが本研究の目的である。
 対象として剖検症例を用い,これを2群に分けた。従来の診断法でHCMV肺炎が確認された
 症例をHCMV肺炎群,従来の診断法ではHCMV感染が見当らず,かっHCMV感染のリスクが低
 いグループを非HCMV肺炎群とし,HCMV肺炎群の症例から得た25検体,非HCMV肺炎群の症
 例から得た4検体をそれぞれ用いた。
 PCRを行なうために,2組のプライマーを用意した。まず,HCMVのDNAポリメラーゼ遺伝
 子の一部,580塩基列の部分を増幅するプライマーDP工&2である。このプライマーの反応性,
 特異性を実際にPcRを行なって検定した。DP1&DP2を用いたPcRでは,fibroblas七に感染
 させてあるHCMV標準株,及び臨床分離株30株のDNAを検出することができた。また,他のヘ
 ルペス属ウイルスとの交叉反応はなく,十分な特異性を確認した。
 もう一組のプライマーβ一Ac1&β一Ac2は,ヒトの体細胞すべてに含まれるベータアク
 チン遺伝子の一部を増幅するもので,剖検肺からDNAを抽出し,β一Ac1&β一Ac2を用い
 たPCRで増幅すれば,PCRの反応が正常に起こっている限り,必ず増幅産物がみられるはずであ
 る。このようなプライマーによって,次のようにPCRを行なった。
 まず検体からDNAを抽出し,β一Ac1&β一Ac2によるPCRを行なう。ここで増幅産物が
 認められた検体のみについてDP1&DP2によるPCRで検討を行ない,HCMV-DNAが検出
 されるか否かを判定する。β一Ac1&β一Ac2で増幅産物がみられなかった検体は,PCRに
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 不適当として除外した。
 HCMV肺炎群の25検体のうち,40%に当たる10検体を不適当として除外した。検討対象とし
 た15検体のうち,14検体でPCR陽性,1検体で陰性であり,これは従来の方法による結果と完全
 に一致した。(すなわち,HCMV肺炎の症例から得た検体のうち一検体は,どの方法によっても
 HCMVが検出されなかった。これは,この検体を得た部位にはウイルスの感染がなかったと解
 釈できる)
 非HCMV肺炎群の4検体はすべて検討対象となり,いずれもPCR法陰性であった。
 今回の検討により,次のことが明らかになった。すなわち,PCRに不適当な検体が多く,PCR
 法単独ではなく他の方法と併用すべきであること。
 しかしながら検討の対象となる症例については,PCR法は有用な方法であること,の二点であ
 る。
 今後はPCR法の感度をより高めていきたい。
 審査結果の要旨
 ヒトサイトメガロウイルス(Humancytomegalovirus,以下HCMV)感染症の診断には従来,
 ウイルスの分離・培養と古典的な組織学的方法が併用されてきたが,最近では抗HCMVモノク
 ローナル抗体を用いた免疫組織学的染色法(とりわけ酵素抗体法)も用いられている。また更に
 感度を高めるためHCMV-DNAの検出が試みられているが,Insituhybridizationではウイルス
 DNAの検出感度はあまり高くない。
 本研究ではホルマリン・固定パラフィン包埋組織からのHCMV-DNAの検出におけるPoly川erase
 chainreaction(PCR)の有用性を検討するため,ヘマトキシリン～エオシン染色標本を用いた
 組織学的診断法と抗HCMVモノクローナル抗体を用いた酵素抗体法でHCMV肺炎と診断された
 症例を対象とし,これらのホルマリン固定パラフィン包埋肺組織からPCR法を用いたHCMV-
 DNAの検出を試みた。
 増幅部位としてはHCMV-DNAポリメラーゼ遺伝子の一部580塩基対を選び,上流側20塩基,
 下流側24塩基の二つのプライマーを作製し,PCRに使用した。またPCRに不適当な検体を除外
 する目的で,β一アクチンの遺伝子の一部475塩基対を選び,β一AC1,β一AC2の二つのプライ
 マーを作製して使用した。PCRはSaikiの方法に準じて行い,PCR反亦系にはTaqDNAPolyme-
 raseを加え,94℃で30秒間熱変性を行った後,55℃で30秒間アニーリング,72℃で2分間,伸長
 反応を行ない,これを1サイクルとし,25サイクルの反応を行った。
 PCRの結果は,PCR産物の電気泳動により判定した。
 結果と考察
 用いた検体のうち40%がPCRによる検出に不適当であり,検討することができなかった。
 PCR法の対象となったすべての検体において組織学的診断法,酵素抗体法を使用した判定結果
 とPCR法による判定結果が一致した。すなわち従来の検査法でHCMVが検出可能な検体では全
 例にHCMV-DNAが検出され,また陰性対照とした検体ではPCR法による結果も陰性であった
 ので,その特異性についても確認することができ,PCR法は有用であった。
 ホルマリン保存標本ではDNAの断片化などの理由でPCRに適さない検体も多いので,PCR法
 を単独で用いることはさけ,組織学的方法,免疫組織化学的方法,PCR法を併用して検討するこ
 とにより,過去の症例を含む多数の症例について核酸レベルも含め総合的に検討することが可能
 となった。
 一8一
